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Streszczenie: Wykorzystanie procesu endocytozy kierowanej receptorami (ER) umożliwiło opracowanie 
metod wektorowych ukierunkowanego wprowadzania makrocząsteczek do komórek docelowych. W 
artykule przedstawiono różne metody wprowadzania DNA do komórek oparte na wykorzystaniu procesu 
endocytozy. Szczegółowo omówiono wprowadzanie genów terapeutycznych do komórek docelowych 
za pośrednictwem niewirusowych wektorów zwanych koniugatami molekularnymi. Opisano konstru­
kcję tych wektorów, omówiono domeny, które wiążą DNA, ligandy odpowiedzialne za wiązanie z 
receptorami w błonie komórek docelowych, składniki, które ułatwiają uwalnianie wektora z endosomu 
oraz czynniki sygnałowe kierujące wprowadzane DNA do jądra komórki. Przedstawiono zalety i 
ograniczenia koniugatów molekularnych jako wektorów służących do wprowadzania genów terapeuty­
cznych do komórek i perspektywy ich wykorzystania dla celów terapii genowej ex vivo i in vivo. 
(. Postępy Biologii Komórki 2001; supl. 16: 135-157)
Słowa kluczowe: terapia genowa, wprowadzanie genów, wektory niewirusowe, koniugaty molekularne, 
endocytoza kierowana receptorami
Summary: Receptor-mediated endocytosis (RME) is a type of delivery system by which therapeutic 
agents can be specifically transported to their targets. In this paper methods of delivery of macromolecules 
via RME are discussed. This review focuses on molecular conjugate vectors as a delivery system of 
therapeutic genes to targeted cells. Characteristic of DNA-binding agents, together with further factors 
such as cell-specific ligands, endosomal escape and nuclear localisation are discussed. Advantages and 
disadvantages of molecular conjugates and future perspectives of application of these vectors for gene 
therapy are considered. 
(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 135-157)
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1.  WSTĘP
Postęp w biologii molekularnej i biotechnologii dokonany w ostatnich 25 latach 
umożliwił wprowadzanie nowych metod do współczesnej medycyny. Do takich 
metod zalicza się m. in. terapię genową. Wiele chorób zostało rozpoznanych jako 
choroby genetyczne, które mają podłoże w nieprawidłowym funkcjonowaniu po­
jedynczego genu lub zespołu genów. Najskuteczniejszym sposobem leczenia chorób 
genetycznych wydaje się być stosowanie terapii genowej, która umożliwia leczenie 
przez naprawę, zamianę lub zablokowanie funkcji genu odpowiedzialnego za wy­
stąpienie danej jednostki chorobowej. Podstawą tej metody jest wprowadzenie do 
zmienionych chorobowo komórek odpowiedniej informacji genetycznej, fragmentu 
DNA zastępującego własny, zmieniony gen i tym sposobem „naprawienie” nie­
właściwie funkcjonujących komórek, tkanek, narządów lub całych organizmów [19], 
względnie selektywne blokowanie ekspresji i translacji odpowiednich genów [59]. 
Terapia genowa może dotyczyć komórek rozrodczych, zygoty przed pierwszym 
podziałem lub komórek somatycznych. Zabiegi na komórkach rozrodczych człowieka 
ze względu na nieprzewidy walność skutków w odniesieniu do potomstwa i ze wzglę­
dów etycznych są zabronione. Natomiast zabiegi prowadzone na komórkach so­
matycznych mogą umożliwić korygowanie defektów zarówno genetycznych, jak 
i niegenetycznych. Dlatego w wielu ośrodkach badawczych prowadzone są próby 
wprowadzania genów terapeutycznych do komórek somatycznych metodami in vitro 
oraz próby zastosowania terapii somatycznej do leczenia różnych schorzeń, metodą 
ex vivo lub in vivo. Chorobami, które próbuje się zwalczać tymi metodami, są 
zarówno choroby genetyczne: mukowiscydoza [19, 83, 100], hemofilia [48, 114], 
ADA (ostry złożony zespół niedoboru odporności) [27, 35], fenyloketonuria [43], 
adrenoleukodystrofia [92], choroba Gaucherá [28], dystrofia mięśniowa Duchennea 
[42] i inne, jak również choroby nabyte, między innymi: nowotwory [13, 41, 55, 
71, 73, 86], choroby układu krążenia [25, 29, 91], choroby neurodegeneracyjne 
[40, 58], AIDS [13, 43, 56, 61, 67]. 
Zasadniczą trudnością w rozwoju terapii genowej (dotychczas nie w pełni roz­
wiązaną) jest opracowanie specyficznego, powtarzalnego i wydajnego sposobu wpro­
wadzania genu terapeutycznego do organizmu chorego, a najlepiej do wybranego 
narządu lub tkanki. Drugą istotną trudnością napotykaną po transfekcji komórek 
jest zapewnienie właściwej regulacji ekspresji wprowadzonego genu. 
WYKORZYSTANIE ENDOCYTOZY KIEROWANEJ RECEPTORAMI 137
DO SELEKTYWNEGO WPROWADZANIA GENÓW W TERAPII GENOWEJ
2.  WPROWADZANIE GENÓW 
DO KOMÓREK EUKARIOTYCZNYCH
Bardzo trudne jest wprowadzanie fragmentów DNA (lub plazmidów z wbu­
dowanym genem terapeutycznym) do komórek docelowych z odpowiednią wy­
dajnością i swoistością oraz z zachowaniem niezmienionej struktury i właściwości 
wprowadzanego genu, tak by mógł on ulec ekspresji w komórce, do której zastał 
wprowadzony. Opracowano wiele różnych metod wprowadzania makrocząsteczek 
do komórek. Można wśród nich wyróżnić: 
I. metody fizyko-chemiczne, takie jak: 
bezpośrednie wprowadzenie za pomocą mikroiniekcji [11], 
- elektroporacja [2], 
techniki biobalistyczne [5], 
odwracalna perforacja i permeabi li zaeja błon [53], 
precypitacja z CaPOą [103]; 
II. metody wykorzystujące takie przenośniki, jak: 
liposomy (liposomy kationowe, anionowe, obojętne, proteoliposomy) [64, 
82], 
wektory wirusowe [54, 79], 
wektory niewirusowe [14, 17]. 
Do pierwszej grupy metod należą techniki, w których DNA wprowadza się 
do komórek stosując metody fizyczne lub chemiczne [86]. Metody te są zwykle 
uciążliwe w stosowaniu, charakteryzują się różną wydajnością, która zależy od 
rodzaju metody. Są dość powszechnie stosowane w badaniach podstawowych i 
mogą być przydatne w inżynierii komórkowej wykorzystywanej w biotechnologii, 
ale trudno sobie wyobrazić ich użycie w terapii in vivo. Jak dotychczas służą przede 
wszystkim do konstruowania linii komórek produkujących wektory wirusowe. 
Do drugiej grupy metod należą techniki, w których konstruuje się „przenośniki” 
(wektory) zdolne do przekazywania informacji genetycznej do komórek. Dopiero 
opracowanie systemów „przenośnikowych” (liposomy i wektory) umożliwiło badania 
zmierzające do wydajnego i selektywnego wprowadzania genów do komórek do­
celowych. Wśród konstruowanych wektorów można wyróżnić: 
I. wektory wirusowe, takie jak: 
retrowirusowe [45], 
adenowirusowe [20, 105], 
tworzone z wirusów adenosatelitarnych (ang. Adeno-AssociatedVirus) [9, 89], 
oparte na herpeswirusach typu 1 (ang. Herpes Simplex Virus) [95], 
oparte na innych wirusach [Polio, Vaccinia, Sindbis) [51, 75]; 
138 M. MICHALIK
II. wektory niewirusowe, takie jak np.: 
koniugaty molekularne [34]. 
Należy zaznaczyć, źe dotychczas tylko wektory retrowirusowe, adenowirusowe 
i lipofekcja są stosowane w terapii w niektórych ośrodkach klinicznych [1, 27, 
45], a w ostatnich latach wektory tworzone z wirusów adenosatelitarnych i wirusów 
Herpes Simplex zostały dopuszczone do prób klinicznych [30, 95]. Pozostałe metody 
to systemy eksperymentalne, testowane na zwierzętach i w hodowlach komórek 
in vitro. 
Tworzenie różnych typów liposomów, sposoby pułapkowania w ich wnętrzu 
genów terapeutycznych, czynniki ułatwiające fuzję liposomów z błonami komórek 
docelowych i sposoby uwalniania DNA do cytoplazmy komórek zostały opisane 
w pracach przeglądowych [46, 64, 82, 112]. Również, wykorzystanie wirusów jako 
wektorów w terapii genowej, wydajność tych wektorów, efekty uboczne związane 
z ich wprowadzaniem do komórek i możliwości zastosowań klinicznych tych we­
ktorów zostały omówione w wielu pracach przeglądowych zarówno w języku an­
gielskim [40, 57, 74, 79, 92], jak i języku polskim [43, 44, 54], dlatego pominę 
przedstawianie tych wektorów w niniejszym artykule ograniczając się do omówienia 
wektorów niewirusowych zwanych koniugatami molekularnymi (ang. molecular 
conjugates) albo polipleksami białko/DNA (ang. protein/DNA polyplexes). 
3.  ENDOCYTOZA RECEPTOROWA NARZĘDZIEM 
DO SPECYFICZNEGO WPROWADZANIA KONIUGATÓW 
MOLEKULARNYCH DO KOMÓREK DOCELOWYCH
Metoda wprowadzania DNA do komórek przy użyciu wektorów zwanych ko­
niugatami molekularnymi oparta jest na wykorzystaniu endocytozy kierowanej re­
ceptorami (por. rys. 2), która jest wysoce specyficznym i selektywnym procesem 
transportu substancji zewnątrzkomórkowych do cytoplazmy, z udziałem błony ko­
mórkowej. Ligandy obecne w środowisku po związaniu z komplementarnymi re­
ceptorami na powierzchni komórki są internalizowane i transportowane do wnętrza 
komórki jako kompleksy makrocząsteczek z receptorami, zawarte w pęcherzykach 
zwanych endosomami [66]. Endosomy nie są przemieszczane w komórce w sposób 
przypadkowy, ale są kierowane do odpowiednich przedziałów cytoplazmy przez 
specyficzne białka odpowiedzialne za kierunkowość transportu wewnątrzkomór­
kowego i fuzję endosomów z pęcherzykami przedziału docelowego lub błoną ko­
mórkową (białka z rodziny Rab, białka ARF, t-SNARE i v-SNARE) [62, 63, 80]. 
Los zinternalizowanych kompleksów ligand-receptor zależy przede wszystkim 
od typu komórki, w której zachodzi endocytoza oraz rodzaju ligandu związanego 
przez specyficzny receptor [63, 93]. Zazwyczaj w kwaśnym pH endosomu ligandy, 
takie jak np. LDL (lipoproteiny o małej gęstości), EGF, PDGF, kalcitonina, kate- 
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cholamina, insulina, interferon oddysocjowują od receptorów. Receptory w pęche­
rzykach ulegających recyrkulacji (ang. recycling endosomes) powracają do tej samej 
domeny błony komórkowej, a ligandy zawarte w endosomach wczesnych prze­
chodząc przez kolejne przedziały w komórce (endosomy sortujące, późne endosomy) 
kierowane są do lizosomów, w których ulegają degradacji [66]. Gdy w kwaśnym 
pH endosomu ligand pozostaje związany z receptorem (np. transferyna), wówczas 
zachodzi recyrkulacja zarówno receptorów, jak i ligandów, przy czym ligandy są 
uwalniane do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, a receptory zostają wbudowane 
do błony komórkowej. W komórkach spolaryzowanych, w których zachodzi proces 
transcytozy, często ligandy i receptory transportowane są przez komórkę i wbu­
dowywane do błony komórkowej po przeciwległej stronie komórki (np. IgA). Gdy 
ligandami w endocytozie receptorowej są wirusy lub toksyny, wtedy ich receptory 
ulegają recyrkulacji do błony komórkowej, ale ligandy są uwalniane bezpośrednio 
do cytoplazmy [93]. 
Komórki ssaków mają właściwe sobie receptory powierzchniowe, które umo­
żliwiają wiązanie i pobieranie na drodze endocytozy różnych ligandów (por. tab.l). 
Niektóre typy komórek wykazują na swojej powierzchni znacznie większą ekspresję 
specyficznych receptorów dla określonych związków (białek, peptydów, wielocu- 
krów) niż inne komórki tego samego organizmu, narządu lub tkanki. Znajomość 
ligandów dla receptorów powierzchniowych specyficznych dla określonego typu 
komórek ssaków została wykorzystana w konstrukcji wektorów do selektywnego 
wprowadzania DNA do wybranych komórek docelowych [17, 47]. Wektory te, 
zwane koniugatami molekularnymi (ang. molecular conjugates), składają się z li- 
gandu połączonego kowalencyjnie z białkiem lub peptydem, z którym dzięki od­
działywaniom elektrostatycznym związane jest terapeutyczne DNA.
Pierwszy koniugat molekularny skonstruowali Wu G. i WuC. w 1987 r. Wybranym 
przez nich ligandem kowalencyjnie związanym z kompleksem białko/DNA (po- 
lipleks) była glikoproteina asialoorosomukoid (ASOR), która jest specyficznie po­
bierana w drodze endocytozy receptorowej przez komórki wątrobowe. Autorzy 
ci plazmid pSV2CAT z wbudowanym genem dla bakteryjnego enzymu CAT (acety- 
lotransferazy chloramfenikolu) wprowadzili w polipleksie ASOR/białko/DNA do 
komórek HepG2, które wykazują silnąekspresję receptorów asjaloglikoproteinowych 
(250 000 receptorów/komórkę). Komórki HepG2 wykazywały wysoką wydajność 
transfekcji i ekspresję genu CAT [108]. Doświadczenia przeprowadzone in vitro 
zostały potwierdzone przez badania na zwierzętach. Wprowadzenie myszom za 
pomocą dożylnej iniekcji doogonowej koniugatu molekularnego ASOR/białko/CAT, 
ze znakowanym radioaktywnie genem, wykazało znacznie wyższą radioaktywność 
w komórkach wątroby niż w innych komórkach organizmu (ok. 85%). Gdy samo 
znakowane DNA (nie wbudowane do koniugatu molekularnego) wprowadzono bez­
pośrednio do krwioobiegu zwierzęcia, tylko 17% znakowanego DNA znajdowano 
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koniugatów molekularnych do selektywnego wprowadzania genów do określonych 
komórek zapoczątkowały w wielu pracowniach badania nad opracowaniem nowych 
niewirusowych wektorów dogodnych dla terapii genowej różnych schorzeń.
4. KONIUGATY MOLEKULARNE
Schemat budowy koniugatów molekularnych zwanych też polipleksami biał- 
ko/DNA przedstawia rysunek 1. Wektory te złożone są zazwyczaj z 4 domen: 
1 - domena, która wiąże wprowadzane DNA (ang. DNA-binding agent),
2- ligand, który specyficznie wiąże się z odpowiednim receptorem na błonie komórki 
docelowej (ang. cell-specific targeting Ugand),
3- czynnik lizujący, który umożliwia uwolnienie wektora zendosomu docytoplazmy 
(ang. endosomal lysis agent),
4 - domena ułatwiająca wprowadzenie genu do jądra komórkowego (ang. nuclear 
localization signals).
RYSUNEK 1. Schemat budowy koniugatu molekularnego. Gen terapeutyczny lub oligonukleotyd 
(DNA) połączony jest wiązaniem jonowym z czynnikiem wiążącym (polikation), z którym związane są 
również: ligand (kwadrat), który specyficznie wiąże się z odpowiednim receptorem na błonie komórki 
docelowej, czynnik lizujący (trójkąt), który umożliwia uwolnienie wektora z endosomu do cytoplazmy 
oraz domena (koło) ułatwiająca wprowadzenie genu do jądra komórkowego; (na podstawie danych [17, 
39,94, 101])
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4.1. Domeny, które wiążą DNA (ang. DNA-binding agents')
W koniugatach molekularnych odpowiednio dobrany gen terapeutyczny, który 
ma być wprowadzony do komórki docelowej, musi zostać połączony z domeną 
wiążącą w taki sposób, aby nie uszkodzić struktury wprowadzanego genu i umożliwić 
skonstruowanie wektora o jak najkorzystniejszych parametrach dla pobrania go 
przez komórkę w drodze endocytozy.
Najpowszechniej stosowanym do wiązania DNA czynnikem jest poli-L-lizyna 
(PLL), polikation złożony z powtarzających się reszt lizyny o długości cząsteczki 
od 15 do około 1000 reszt lizynowych [17, 34, 99, 101, 108]. Powstanie kompleksu 
PLL-DNA następuje przez utworzenie wiązania jonowego między obdarzonymi 
ładunkiem dodatnimi grupami aminowymi PLL, a ujemnie naładowanymi grupami 
fosforanowymi DNA. Podczas reakcji wiązania zachodzi zmiana konformacji czą­
steczki DNA z kowalencyjnie ciągłej struktury kolistej lub superhelikalnej na stru­
kturę pierścieniową (toroid structure). Powstające struktury mają średnice 80-100 
nm, co umożliwia ich pobieranie w drodze endocytozy przez większość komórek 
ssaków [18, 98]. Jak wykazano doświadczalnie, wielkość cząsteczki PLL ma duży 
wpływ na kształt, wielkość i ładunek powstających kompleksów PLL-DNA [34]. 
Najbardziej stabilne i skondensowane polipleksy, o średnicy do 80 nm, uzyskiwano 
przy użyciu dużych cząsteczek PLL, o długości łańcucha liczącego ponad 1000 
reszt lizynowych [110].
W pracowni Wagnera syntetyczne polikationy zostały wykorzystane jako domeny 
wiążące DNA w koniugatach molekularnych. Polietylenoimina (PEI), polimer o 
silnie rozgałęzionych łańcuchach, zsyntetyzowany z pierwszo-, drugo- i trzecio­
rzędowych amin, został wykorzystany do wprowadzenia kilku oligonukleotydów 
lub plazmidów do różnych typów komórek w hodowli in vitro [7]. PEI jako polikation 
ma zdolność wiązania DNA podobnie jak poli-L-lizyna, ale równocześnie pośred­
niczy w uwalnianiu DNA z endosomu do cytoplazmy. Dzięki specyficznej budowie 
cząsteczki, która posiada końcowe grupy aminowe zdolne do jonizacji w pH 6,9 
i wewnątrzcząsteczkowe grupy aminowe zdolne do jonizacji w pH 3,9, polikation 
PEI wywołuje zmiany w pH wewnątrz pęcherzyka endocytamego, które prowadzą 
do pęcznienia pęcherzyka i uwolnienia koniugatu z endosomu [7]. Doświadczalnie 
wykazano, że uwolnione do cytoplazmy polipleksy PEI/DNA bardzo łatwo wnikają 
do jądra komórkowego [36]. Przeprowadzone próby transfekcji komórek zarówno 
w hodowli in vitro, jak i in vivo wykazały, że polipleksy ligand/PEI/DNA (np. 
transferyna/PEI/DNA lub anty-CD3/PEI/DNA) z wysoką wydajnością wprowadzają 
geny do ludzkich komórek nowotworowych mózgu i nerek oraz komórek nabłonka 
jelitowego [6, 7, 102].
Ostatnio doniesiono, że różne, rozpuszczalne w wodzie, polimery pochodnych 
metakrylanu i metakrylamidu są zdolne do tworzenia z DNA skondensowanych 
kompleksów i mogą być stosowane jako domeny wiążące DNA w koniugatach 
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molekularnych [97]. Van de Wetering i wsp. wykazali, że wydajność transfekcji 
komórek takimi polipleksami w znacznym stopniu zależy od rodzaju i wielkości 
cząsteczki polimeru, która jest domeną wiążącą DNA. Najwyższą wydajność trans­
fekcji uzyskano przy zastosowaniu polimeru p(DMAEMA) (ang. poly[2-9dimet- 
hylamino)ethyl methacrylate]), który w fizjologicznym pH ulega protonowaniu i 
może działać destabilizująco na błonę endosomu, co w rezultacie prowadzi do 
rozerwania pęcherzyka i uwolnienia polipleksu do cytoplazmy komórki [97].
Naturalnymi białkami stosowanymi do wiązania DNA w koniugatach moleku­
larnych są spermina i spermidyna [17, 65] oraz histony, białka, które wykazują 
zarówno zdolność upakowywania DNA, co ułatwia tworzenie małych polipleksów, 
jak i ułatwiają wnikanie wektorów do jądra komórkowego [3, 12].
4.2. Ligandy koniugatów molekularnych 
(ang. cell-specific targeting ligands)
Skonstruowanie pierwszego polipleksu, w którym gen CA f związany w koniugacie 
molekularnym z PLL i ze specyficznym ligandem (ASOR) został z dużą wydajnością 
wprowadzony do żądanych komórek (hepatocytów), było początkiem poszukiwań 
nowych wektorów, które przez wbudowanie właściwie dobranego ligandu zapew­
niłyby wysoką specyficzność wprowadzania DNA do wielu typów komórek do­
celowych. ASOR oraz inne asialoglikoproteiny zostały wykorzystane do konstrukcji 
polipleksów, przy zastosowaniu których można wprowadzać do hepatocytów geny 
terapeutyczne dla nowotworów wątroby, fenyloketonurii, analbuminemii [88]. W 
niektórych stanach patologicznych wątroby (cukrzycy, nowo- tworach, marskości 
wątroby) ekspresja receptorów asjaloglikoproteinowych na powierzchni hepatocytów 
jest niska, co wyklucza stosowanie polipleksów ASOR/polikation/DNA do spe­
cyficznego wprowadzania genów terapeutycznych. Komórki takie można transfe- 
kować z dobrą wydajnością wykorzystując koniugaty molekularne, w których 
ligandem jest białko MCS (ang. malaria circumsporozite) [90].
Plank i wsp. wykazali, że asialoorosomukoid, białko, które wiąże się z receptorem 
asjaloglikoproteinowym przez końcową grupę galaktozową, może być w polipleksach 
ASOR/PLL/DNA zastąpione przez syntetyczny koniugatgalaktozowy nie powodując 
obniżenia wydajności i specyficzności wprowadzania DNA do komórek wątroby 
[76]. Doniesienie to zapoczątkowało poszukiwania syntetycznych ligandów wią- 
żących się z receptorami komórek, do których mają być wprowadzone terapeutyczne 
geny.
Często stosowanym naturalnym ligandem, który jest wbudowywany do koniu­
gatów molekularnych jest transferyna. Wykazano w badaniach in vitro na komórkach 
HL-60, SW403, Hep 2, Lovo, że polipleksy transferyna/polikation/DNA mogą być 
skuteczne w leczeniu m.in. nowotworów płuc i wątroby oraz w terapii genowej 
leukemii hematopoetycznej [87, 99]. Efektywność wprowadzania genów za po­
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średnictwem transferyna/DNA polipleksów można znacznie zwiększyć w obecności 
takich związków, jak chelator Fe desferioksamina (ang. desferrioxamine), które 
stymulują ekspresję receptorów transferyny na błonie komórek docelowych [14].
Zwiększona ekspresja receptorów dla EGF na komórkach nowotworowych została 
z powodzeniem wykorzystana do transfekcji różnych komórek rakowych (m. in. 
raka płuc) za pośrednictwem EGF/polikation/DNA polipleksów [23]. Również inne 
czynniki wzrostowe są wykorzystywane jako ligandy w koniugatach molekularnych, 
wówczas gdy komórkami docelowymi dla wprowadzanych genów są ko­
mórki wykazujące wysoką ekspresję receptorów dla tego czynnika. Wykorzystując 
FGF/PLL/DNA polipleksy skutecznie transfekowano ludzkie fibroblasty w hodowli 
pierwotnej [113].
Wiele typów komórek nowotworowych wykazuje na błonie komórkowej silną 
ekspresję receptorów folianowych, dlatego polipleksy kwas foliowy /polikation/DNA 
dają możliwość ukierunkowanego wprowadzania genów do komórek rakowych i 
zastosowania tych wektorów w terapii genowej nowotworów nerek, jelita, pęcherza, 
jajnika, mózgu, płuc [23, 37, 104].
W koniugatach molekularnych, które są konstruowane w celu ukierunkowanego 
wprowadzania genów terapeutycznych do zmienionych chorobowo komórek i tkanek, 
jako ligandy używane są różne makrocząsteczki, które mogą być specyficznie wiązane 
przez dany rodzaj komórek np. przeciwciała anty-CD3 i anty-CD5 do transfekcji 
ludzkich limfocytów T [10, 101], lektyny roślinne i lektyny bakteryjne do transfekcji 
komórek nabłonka jelitowego i nabłonka oddechowego [111], mannoza jako ligand 
wiążący polipleksy Man/PEI/DNA z komórkami dendrytycznymi (ang. dendritic 
cells') [24] i wiele innych.
Właściwy dobór Uganda i dołączenie go do domeny wiążącej DNA w koniugacie 
molekularnym zapewnia wysoką specyficzność wiązania wektora z komórką do­
celową zarówno in vitro, jak i in vivo, nie gwarantuje jednak zadowalającej wy­
dajności wprowadzania wektora do komórki. Metodę zwiększenia wydajności 
transfekcji komórek przy zastosowaniu koniugatów molekularnych zaproponowali 
Muller i wsp. [68]. Autorzy ci jako ligand polipleksu wykorzystali kapsyd ludzkiego 
wirusa papiloma (HPV). Również replikowane, defektywne adenowirusy zastoso­
wano jako ligandy polipleksów, dzięki którym z dobrą wydajnością wprowadzano 
geny terapeutyczne zarówno do komórek nowotworowych w hodowli, jak i w or­
ganizmie (np. gen supresorowy p53 do komórek raka płuc) [69, 70].
Ostatnio w celu zwiększenia wybiórczości wiązania i wydajności wprowadzania 
polipleksów do różnych komórek in vivo opracowano nowy typ wektorów ligand/po- 
likation/DNA [4,72]. W wektorach tych PLL lub PEI zostały kowalencyjnie związane 
z glikolem polietylenowym (PEG). Sprzężenie z PEG (ang. PEGylatiori) dodatnio 
naładowanych cząsteczek koniugatów nadaje ich powierzchni ładunek ujemny, co 
zwiększa ich stabilność i znacząco redukuje wiązanie białek surowicy i agregację 
polipleksów wprowadzonych do krwioobiegu organizmu docelowego. Podane in 
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vivo we wlewie dożylnym PEG-polipleksy są również „niewidoczne” dla makrofagów 
i wykazują większą skuteczność targetingu do komórek docelowych i znacznie 
wyższą ekspresję wprowadzanych genów, w porównaniu z analogicznie podanymi 
polipleksami, które nie były związane z glikolem polietylenowym (ang. non-PE- 
Gylated complexes') [72, 102].
4.3. Składniki uwalniające DNA z endosomów
Koniugat molekularny dostaje się do komórki w drodze endocytozy receptorowej 
(rys. 2), której przebieg zależy od typu komórki docelowej oraz rodzaju i wielkości 
cząsteczki polipleksu wiążącego się z receptorem na powierzchni komórki. Zwykle 
polipleksy ligand/polikation/DNA oddysocjowują od receptorów w kwaśnym pH 
endosomów wczesnych i przechodzą kolejne etapy charakterystyczne dla procesu 
endocytozy kierowanej receptorami wraz z fuzją endosomu z lizosomem. W celu 
ograniczenia degradacji przez enzymy lizosomowe wprowadzonego w koniugacie 
DNA, często transfekcję komórek prowadzi się w obecności związków, które pod­
noszą pH wewnątrz endosomów (np. chlorochina) [39, 106]. Aby zapobiec fuzji 
endosomu (zawierającego wprowadzany wektor) z lizosomem, do koniugatów mo­
lekularnych wbudowuje się domeny, które pośredniczą w destrukcji endosomów.
RYSUNEK 2. Wprowadzanie koniugatów molekularnych (polipleksów) do komórki docelowej w drodze 
endocytozy kierowanej receptorami; (schemat na podstawie rysunku 1 i danych [17, 39, 94, 101])
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RYSUNEK 3. Wprowadzanie DNA do komórek wątroby za pośrednictwem polipleksów 
ASOR/PLL/DNA: A - transfekcja komórek równocześnie defektywnym adenowirusem (sześcian) i 
polipleksem ASOR/PLL/DNA (koło). B - transfekcja komórek polipleksem adenowirus- 
/ASOR/PLL/DNA, opis w tekście w rozdziale 4.3 (wg [18] zmodyfikowane)
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Curiei i wsp. opracowali metodę, w której wykorzystali defektywny ludzki ade- 
nowirus (dl312 otrzymany z genu Ela) jako czynnik uwalniający koniugaty z en- 
dosomów [21]. Adenowirusy są intemalizowane do komórek w drodze endocytozy 
kierowanej receptorami i wydostają się bezpośrednio do cytoplazmy podstawowej 
komórki gospodarza dzięki fuzji wirusowego kapsydu z błonąendosomu, co prowadzi 
do utworzenia porów w błonie pęcherzyka i lizy endosomu [38]. Inkubacja komórek 
ze zreplikowanym defekty wnym adenowirusem i polipleksem ligand/PLL/DNA pro­
wadzi do internalizacji obu typów cząstek, które są wiązane niezależnie przez swoiste 
receptory na błonie komórki (rys. 3 A). Dzięki fuzji powstałych pęcherzyków oba 
rodzaje pobranych makrocząsteczek mogą dostać się do tego samego endosomu, 
co w końcu prowadzi do lizy pęcherzyka i uwolnienia DNA do cytoplazmy komórki 
[21]. Zastosowanie tej metody zwiększyło w istotny sposób wydajność wprowadzania 
genów do komórek docelowych. Opracowano modyfikację tej metody, w której 
adenowirusy są bezpośrednio dołączane do polipleksów (rys. 3 B). Polipleksy ade- 
nowirus/Iigand/PLL/DNA po związaniu z receptorem (albo dla ligandu obecnego 
w koniugacie molekularnym, albo dla adenowirusa) na błonie komórki docelowej, 
dostają się do endosomów, w których dzięki obecności adenowirusa dochodzi do 
lizy pęcherzyka i uwolnienia polipleksu do cytoplazmy komórki [22]. W efekcie 
stosowania kompleksów molekularych w połączeniu z adenowirusem poziom eks­
presji genów wprowadzanych do komórek wzrastał od 1000 do 2000 razy w po­
równaniu do stosowania samych polipleksów zawierających takie same ligandy 
(ASOR, transferyna, EGF, FGF, kwas foliowy i inne) [18, 21, 20, 50]. Wykazano, 
że wykorzystanie polipleksów połączonych z adenowirusami umożliwia również 
skuteczną transfekcję komórek, które nie posiadają specyficznych receptorów powie­
rzchniowych. Za pomocą polipleksów adeno/EGF/PLL/DNA wprowadzono DNA 
do komórek raka płuc linii SCLC (ang. small cell lung cancer), które wykazują 
niską ekspresję receptorów EGF [32]. Chociaż adeno-koniugaty charakteryzują się 
znaczną efektywnością wprowadzania terapeutycznego DNA do komórek doce­
lowych, to ich zastosowanie w terapii genowej in vivo jest ograniczone, przede 
wszystkim z powodu niespecyficznego wprowadzania polipleksów (przez receptory 
wiążące adenowirusy) do różnych typów komórek, jak również przez wzrost to­
ksyczności spowodowany białkami ludzkich wirusów [18]. Aby obniżyć toksyczność 
stosowanych adeno-polipleksów, podjęto próby wprowadzania kurzych wirusów 
jako składnika koniugatu, który doprowadza do lizy endosomów i powoduje uwol­
nienie DNA do cytoplazmy komórek docelowych, np. kurzy adenowirus (CELO 
Virus) daje bardzo dobre rezultaty w transfekcji komórek ludzkich, porównywalne 
do otrzymywanych przy stosowaniu ludzkich defektywnych adenowirusów [16].
W celu uniknięcia toksyczności koniugatów molekularnych połączonych z de- 
fektywnymi adenowirusami w wielu pracowniach skoncentrowano badania na zna­
lezieniu niewirusowych czynników lizujących. Rafalski i wsp. wyizolowali 
20-aminokwasowy, N-końcowy peptyd z hemaglutyniny HA-2 wirusa grypy i wbu-
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RYSUNEK 4. Aktywny transport koniugatów molekularnych 
do jądra komórki, opis w tekście w rozdziale 4.4; (schemat na 
podstawie rysunku 2 i danych [17, 39, 94, 101])
dowali go do polipleksu trans- 
feryna/PLL/DNA. Peptyd ten, 
przez insercję do błony endo­
somu i tworzenie w niej porów, 
które prowadzą do lizy pęche­
rzyka, ułatwia wprowadzanie 
DNA do cytoplazmy i jądra ko­
mórki docelowej [78, 102].
W ostatnich latach wykaza­
no, że uwolnienie koniugatów 
molekularnych z endosomu 
komórki można znacznie uła­
twić przez dodanie syntetycz­
nych, amfipatycznych pepty- 
dów anionowych, które w 
kwaśnym pH destabilizują 
dwuwarstwę lipidową błony i 
działają podobnie jak peptydy 
wirusowe. Peptydy takie (np. 
peptyd GLFEALLELLESL- 
WELLLEA) zwiększają od 
100 do 1000 razy wydajność 
transfekcji różnych linii komó­
rek w hodowli in vitro, w za­
leżności od rodzaju peptydu, 
wielkości cząsteczki wprowa­
dzanego DNA, rodzaju i wiel­
kości polikationu wiążącego 
DNA i typu komórki docelo­
wej [26, 49].
Innymi czynnikami pośred­
niczącymi w uwalnianiu DNA 
zpolipleksów wprowadzonych 
do komórek docelowych są 
białka strukturalnie zbliżone 
do toksyn bakteryjnych, np. białko GD5 odpowiadające podjednostce toksyny krztu- 
śca lub białko ETA strukturalnie przypominające egzotoksynę A bakterii szczepu 
Pseudomonas. Białka te naśladując toksyny bakteryjne omijają w szlaku endocytozy 
fuzję endosomu z lizosomem i ułatwiają wprowadzanie DNA do jądra komórkowego 
[31, 96]. Wciąż prowadzone są poszukiwania niewirusowego czynnika, który wbu-
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dowując się z polipleksem do endosomu może prowadzić do efektywnego uwalniania 
wektora do cytoplazmy komórki docelowej.
4.4. Domeny ułatwiające wprowadzenie wektora do jądra komórki 
(ang. nuclear localization signals')
Główną przeszkodą w wykorzystaniu koniugatów molekularnych do terapii ge­
nowej jest fakt, że kierunkowo wprowadzony do komórki docelowej gen nie ulega 
w niej ekspresji, gdyż uwolniony do cytoplazmy koniugat nie dostaje się do jądra 
komórki [84,94]. Aby zapewnić aktywny transport koniugatu do jądra, do polikationu 
wiążącego DNA dołączana jest domena sygnałowa NLS (ang. nuclear localization 
signals) [12], białko lub peptyd zawierający charakterystyczną sekwencję amino- 
kwasową obecną w wielu polipeptydach jądrowych (np. histonieHl). Po uwolnieniu 
polipleksu z endosomu do cytoplazmy komórki koniugat zostaje rozpoznany przez 
specyficzny receptor cytoplazmatyczny RNLS (rys. 4). Aktywność receptora RNLS 
jest stymulowana przez inne cytoplazmatyczne białko zwane p97 [77]. Kompleks 
RNLS-koniugat molekularny wiązany jest w obrębie poru otoczki jądrowej. Rów­
nocześnie kompleks białek B-2 i TC4 stymuluje translokację koniugatu do jądra, 
uczestniczy w dysocjacji polipleksu i uwolnieniu terapeutycznego DNA, które w 
jądrze komórki ulega integracji z genomem komórki docelowej i podlega transkrypcji 
[94].
Ostatnio wykazano doświadczalnie i na podstawie komputerowego modelowania 
molekularnego, że istotnym czynnikiem limitującym ekspresję wprowadzanego genu 
jest dysocjacja koniugatu molekularnego w jądrze i uwolnienie DNA, które w zna­
cznej mierze zależy od wielkości i rodzaju cząsteczki polikationu wiążącego DNA 
[84]. Jak doniesiono z pracowni Wagnera, ekspresja genów wprowadzanych za 
pomocą polipleksów do komórek w hodowli in vitro w istotny sposób zależy również 
od fazy cyklu komórkowego, w której znajdują się transfekowane komórki. Gdy 
komórki znajdowały się w fazie S lub G2, aktywność luciferazy, której gen wpro­
wadzano za pośrednictwem różnych typów polipleksów (np. transeryna/PLL lub 
transferyna/PEI lub adeno/PEI), była od 30 do 500 razy wyższa niż w transfe- 
kowanych komórkach, które znajdowały się w fazie G1 cyklu [8]. Wyniki tych 
doświadczeń wskazują na potencjalnie znacznie większą przydatność stosowania 
polipleksów do wprowadzania genów terapeutycznych do komórek szybko dzie­
lących się niż do komórek nie proliferujących.
5. ZALETY I OGRANICZENIA KONIUGATÓW 
MOLEKULARNYCH
Wyniki badań przeprowadzonych w ostatnich latach wskazują, że koniugaty mo­
lekularne mogą stać się znacznie bardziej wszechstronnymi wektorami niż inne
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dotychczas stosowane. Wektory te wykazują największą specyficzność targetingu 
genów terapeutycznych luboligonukleotydów do wielu typów komórek, umożliwiają 
ich wprowadzanie zarówno do komórek in vitro, yak i in vivo, mogą być wykorzystane 
przy przenoszeniu genów do komórek proliferujących i komórek nie dzielących 
się. Wektory te pozbawione są szeregu ograniczeń, które mają wektory wirusowe, 
takich jak: niebezpieczeństwo integracji genomu wirusa z genomem komórki go­
spodarza, możliwość przypadkowej eliminacji komórek docelowych oraz neutra­
lizacji lub zniszczenia produktu wprowadzonego genu terapeutycznego przez białka 
wirusa, który został zastosowany jako wektor f 17, 34, 81].
Obecnie stosowanie polipleksów do wprowadzania genów terapeutycznych do 
komórek ma dwa główne ograniczenia: stosunkowo niską wydajność transferu genów 
i często przejściową ekspresję wprowadzanych genów. Najbardziej obiecującymi 
zaletami tych wektorów jest potencjalne bezpieczeństwo ich stosowania oraz zna­
cznie większa niż innych wektorów kierunkowość wprowadzania genów [17, 94]. 
Wyniki badań przeprowadzonych w różnych pracowniach na wielu typach komórek 
w hodowli oraz na zwierzętach pozwalają przypuszczać, że koniugaty molekularne 
będą mogły być stosowane do leczenia chorób zarówno metodami ex vivo, in situ 
(miejscowo), jak też in vivo. Odpowiedni wybór polipleksu zapewniający wysoką 
skuteczność targetingu daje potencjalną możliwość stosowania tych wektorów nawet 
w przypadkach, gdy sukces terapeutyczny zależy od eliminacji komórek docelowych. 
Wysoka wybiórczość transferu genów do komórek docelowych za pośrednictwem 
polipleksów wskazuje na możliwość zastosowania tych wektorów w terapii chorób 
dziedzicznych, która nie wymaga znacznej wydajności wprowadzania genu tera­
peutycznego.
W leczeniu wielu chorób dziedzicznych zazwyczaj wystarcza, aby tylko część 
zmienionych chorobowo komórek została „naprawiona” i zaczęła prawidłowo fun­
kcjonować. W terapii genowej wielu chorób nabytych, a szczególnie nowotworów 
(do leczenia których wciąż poszukuje się nowych, skutecznych metod), konieczna 
jest zarówno doskonała selektywność, jak i duża wydajność transferu genów. Jak 
wskazują wyniki doświadczeń przeprowadzanych na różnych typach komórek no­
wotworowych, koniugaty molekularne, które wykorzystują drogę endocytozy kie­
rowanej receptorami do wnikania do komórek, spełniają wymóg wybiórczego 
wprowadzania DNA do komórek docelowych najlepiej ze wszystkich dotychczas 
stosowanych wektorów [17, 23, 39, 104]. Aby osiągnąć zadowalającą wydajność 
targetingu do komórek nowotworowych, istotne wydaje się dobranie odpowiedniej 
strategii terapii antynowotworowej. Omówienie tego zagadnienia mogłoby być 
tematem niezależnego artykułu i zostało w mniej lub bardziej szczegółowy sposób 
opisane w kilku artykułach przeglądowych [43, 55, 86], dlatego zasygnalizuję tylko 
najważniejsze ze stosowanych strategii. Są to:
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• wprowadzanie do komórek nowotworowych genów „samobójczych”,
• immunostymulacja,
• „naprawa nowotworów” za pomocą terapii antysensowej przez wprowadzanie do 
komórek oligonukleotydów, które hybrydyzując z DNA gospodarza lub mRNA 
genu docelowego, powodują „wyciszanie” onkogenów lub stymulację antyonko- 
genów i mogą hamować niekontrolowane podziały komórek [59].
Wyniki badań przeprowadzonych na różnych komórkach nowotworowych w 
hodowli in vitro oraz in vivo na zwierzętach pozwalają przypuszczać, że koniugaty 
molekularne będą mogły być wprowadzone do prób klinicznych do leczenia rożnych 
typów nowotworów ludzkich po opracowaniu optymalnej strategii terapii [33, 60, 
88, 104].
Porównanie polipleksów z innymi dotychczas stosowanymi wektorami wskazuje, 
że prawdopodobnie wkrótce koniugaty molekularne zostaną dopuszczone do prób 
klinicznych i w najbliższej przyszłości staną się bardzo dobrym narzędziem w 
terapii genowej. Wydaje się też możliwe, że w krótkim czasie zostaną skonstruowane 
tzw. „syntetyczne wirusy”, które zachowując wszystkie zalety koniugatów będą 
miały zdolność kierunkowego uwalniania wprowadzanych genów, którą można 
osiągnąć przez dołączenie do wektora, obok wprowadzanego genu, również pro­
motora tkankowo-specyficznego odpowiadającego za wybiórczą transkrypcję genu 
terapeutycznego [17, 34, 33, 81]. Należy pamiętać, że wektory przyszłości powinny 
cechować się wysoką pojemnością, wydajnością i selektywnością, zapewniać wła­
ściwą integrację genu terapeutycznego z genomem komórki gospodarza oraz działać 
bez wywoływania skutków ubocznych. Znalezienie za pomocą inżynierii komór­
kowej takich wektorów rozwiązałoby problem targetingu genów i oligonukleotydów 
skierowany selektywnie do wybranych komórek i pozwoliłoby wielokrotnie obniżyć 
bardzo wysokie dotychczasowe koszty terapii genowej wielu chorób [52].
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